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Fili da quando Pasteur per la prima volta nel 1861 
mise in evidenza che alcuni germi non potevano svilup¬ 
parsi che in assenza assoluta di ossigeno, sorse natura¬ 
le il quesito circa ai mezzi con cui tali germi potessero 
nell’ambiente esterno provvedere alle condizioni oppor¬ 
tune e necessarie per il loro sviluppo non solo, ma an¬ 
che semplicemente per la loro conservazione. E’ a tutti 
nota a questo proposito la teoria nella simbiosi da P a- 
s t e u r stesso messa innanzi per spiegare lo sviluppo 
dei germi anaerobici della putrefazione, secondo la qua¬ 
le verrebbe adibito ai germi aerobici concomitanti il com¬ 
pito di procurare il terreno adatto agli anaerobici, as¬ 
sorbendo l’ossigeno dei substrati naturali sui quali gli 
anaerobici devono poi svilupparsi. La teoria è stata ar¬ 
gomento di lungo dibattito della scienza, come nume¬ 
rosi sono stati i lavori e le ricerche per penetrare nel¬ 
l’essenza intima del fenomeno della anaerobiosi. 

Uscirebbe completamente dai limiti modesti di que¬ 
sta nota riassumere quanto è stato detto e scatto in 
proposito dai varii autori che dell’argomento si sono 

occupati. 

All’intento mio è solo importante far rilevare come 
nello stato attuale delle cognizioni nostre rimanga an¬ 
cora un mistero la maniera precisa con cui 1’ ossigeno 
spiega l’azione sua nociva sui germi, se cioè diretta- 
mente, agendo sopra di essi come un veleno, oppure in¬ 
direttamente, opponendosi colla sua presenza al matu¬ 
rarsi di quei mutamenti chimici, che sotto l’azione vita¬ 
le del germe si devono compiere nel mezzo nutritizio, per¬ 
chè il germe possa assimilare e vivere. 
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A molti autori non è sfuggita la considerazione che 
i termini del problema potrebbero venire notevolmente 
semplificati quante volte si giungesse mediante adegua¬ 
te modificazioni del substrato nutritivo, a far vivere di 
vita aerobica germi, che per loro natura reclamano un 
mezzo artificiale di vita completamente anaerobico; ciò 
che porterebbe direttamente alla esclusione della pri¬ 
ma delle due ipotesi sopra espresse. 

Ed in tal senso non sono mancate le ricerche, ma fi¬ 
nora senza resultati degni di nota. Per non citare che 
i lavori più recenti ricorderò come Oettingen a pro¬ 
posito di un lavoro in cui controlla anche le esperienze 
di Kedrowsky, il quale attribuiva ad un fermento il 
fenomeno della anaerobiosi (opinione del resto già in pre¬ 
cedenza confutata e dimostrata erronea da Scholtz e da 
Matzu schita) venga alla conclusione non esservi spe¬ 
ranza di poter ottenere un terreno di cultura sul quale 
possano svilupparsi in cultura pura albana i microor¬ 
ganismi anaerobi. Solo a Bienstock, dopo una serie 
lunga di infruttuosi tentativi, sarebbe riuscito qualche 
volta avere sviluppo aerobico del suo bacillo putrifico 
in substrati, formati da fibrina o da liquido ascitico do¬ 
po che su di essi si era sviluppato il bacillo piocianeo, 
e attribuisce il fatto a prodotti indeterminati messi in 
libertà dal piocianeo stesso. 

Nel corso di certe ricerche ed osservazioni, che io 
stavo facendo sulla flora intestinale del cane, ho avuto 
occasione di rilevare alcuni fatti relativi alla biologia di 
certi germi, ospiti abituali dell’intestino, i quali mi so¬ 
no sembrati non privi di interesse per riguardo appunto 
alla quistione dell’intima essenza del fenomeno della a- 
naerobiosi e della possibilità di coltivare all’aria in cul¬ 
tura pura, valendoci di un artifizio tecnico abbastanza 
semplice, non solamente questi germi saprofiti intestina¬ 
li, ma ancora alcuni germi patogeni fino ad ora conside¬ 
rati come specie strettamente anaerobiche. Onde ho cre¬ 
duto opportuno trattare di essi patitamente in que¬ 
sta nota, staccandoli da un altro piano di ricerche, che 
formano ancora oggetto di studio. 

E’ un fatto facile ad osservarsi che allorquando si al¬ 
lestisce un preparato microscopico, sia in goccia pen- 
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dente, sia colorato, dal contenuto intestinale, vi si scor¬ 
gono quasi costantemente delle forme batteriche, special- 
mente bacillari, delle quali poi, facendo culture con lo 
stesso materiale in piastre o semplicemente in brodo o 
in a,gar inclinato, non si riesce ad ottenere lo sviluppo 
e ciò non solo si può verificare usando mezzi aerobici, 
ma in condizione anche di stretta anaerobiosi. E’ lo stesso 
fato del resto che fu pure notato a proposito della flo¬ 
ra di focolai gangrenosi, specie polmonari, e di organi in 
putrefazione. 

La pratica delle culture anaerobiche, rigorosamente 
applicata, avrebbe però permesso, specialmente in que¬ 
sti ultimi tempi, di coltivare e poter così studiare di¬ 
verse specie di questi germi, sia dall’intestino, sia da 
sostanze in decomposizione. Alcuni di questi germi sem¬ 
bra che si siano potuti bene caratterizzare, altri meno. 
Per certe specie poi i caratteri differenziali sono di lor 
natura così secondarii da giustificare la supposizione 
(Tissier) che si possa tutto al più trattare di semplici 
varianti di una stessa specie, cosi comuni in batteriolo¬ 
gia. Tra questi ricordo, siccome molto affini ai germi 
da me studiati, e di cui dovrò tra poco occuparmi, alcu¬ 
ne specie che per la loro proprietà di formare spore ter¬ 
minali e di essere strettamente anaerobiche, furono an¬ 
che designate da alcuni autori come pseudotetanichi. Vi 
appartengono ad es. il bacillus putrificus di Bienstock 
il bacillus sporogenes cadaveris di Klein, lo pseudo¬ 
tetanico isolato da un caso di peritonite da T a v e 1, il 
bacillus spinosus di Luederitz e forse anche, secon¬ 
do Tissier, due delle tre specie isolate da R o d e 11 a 

daH’intestino del bambino ecc. 

Benché questi germi pseudotetanici abbiano dallato 
morfologico e culturale molti punti di contatto col vero 
bacillo del tetano, tuttavia si possono in generale da 
quest’ultimo ben differenziare per diversi caratteri, tra i 
quali in prima linea è la forma della spora, che è sem¬ 
pre leggermente ovale e non nettamente sferica come di 
regola si osserva per il bacillo del tetano. 

La parte importante che alcune specie di questi ba¬ 
cilli hanno nei fenomeni della putrefazione fu special- 
mente studiata da Bienstock e da Klein. Dal pun- 
lo di vista della patogeneità essi sembrano invece rela- 
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tivamente innocui, secondo almeno le ricerche di Bien- 
stock, di Klein, di Tavel e che io stesso posso con¬ 
fermare a riguardo delle specie che hanno formato og¬ 
getto di mia osservazione. Ciò non esclude però che es¬ 
si non possano assumere in qualche caso anche una at¬ 
titudine patogena indiretta, come fattori principali di 
fermentazioni putride intestinali, trovandosi nell’ uomo 
almeno e in molti animali, ospiti abituali dell’intestino. 
Questo lato però della questione esorbita momentanea¬ 
mente dai limiti che mi sono proposti in questo lavoro, 
onde sull’argomento non trovo opportuno di più oltre 
insistere. 

Come ho accennato poco sopra, si verifica sovente 
che facendo culture, sui comuni mezzi nutritivi, sia ae¬ 
robiche che anaerobiche dal contenuto intestinale, svilup¬ 
pino varii altri germi, ospiti abituali dell’intestino, ma non 
si riesca affatto ad ottenere sviluppo di pseudotetanici, an¬ 
che quando la presenza di questi germi si fosse indubbia¬ 
mente potuta constatare con l’esame microscopico diretto: 
da ciò la grande difficoltà con cui è possibile ottenerne riso- 
lamento. E di queste difficoltà testimoniano i lavori stessi 
degli autori che deH’argomento si sono in modo più parti¬ 
colare occupati, in quanto nei medesimi possa sempre rile¬ 
varsi una certa indeterminatezza nel precisare un metodo 
per avere un buon sviluppo e riuscire ad isolare poi questi 
germi dall’intestino. Riesce puvece qualche volta, senza che 
si possa precisare quale sia" \a condizione favorente, che 
nel brodo o nel liquido di condensazione dei tubi di 
agar inclinato, esaminati in goccia pendente, dopo uno 
o due giorni di incubazione alla stufa, si trovino insie¬ 
me a diverse altre specie batteriche degli pseudotetani¬ 
ci in quantità tale da dover ritenere che essi si siano 
ulteriormente sviluppati nel mezzo di cultura. In gene¬ 
rale però in questi casi ogni tentativo di ulteriore tra¬ 
pianto riesce vano e ciò anche ricorrendo agli artifizii 
tecnici usati da B i e n s t o c k, da Tavel, da Klein 
riscaldando cioè dapprima le culture per 10-15 minuti a 
temperatura di 80°-85° e poi facendo trapianti in mezzi 
glucosati e in condizioni di stretta anaerobiosi. Ed a pro¬ 
posito di questo metodo, che può certo rendere utili ser¬ 
vigi in molte contingenze, non sarà male ricordare che 
•non sempre, almeno da quanto risulta dalle mie ricer- 
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che ai riguardo, le spore degli pseudotetanici resistono 
ad una temperatura anche di soli 80° sia pure per po¬ 
chi minuti, specialmente se la cultura è giovane di po¬ 
chi giorni, mentre d’altro lato possono a tale tempera¬ 
tura sicuramente non perire tutti i germi che eventual¬ 
mente possono trovarsi agii pseudotetanici consociati 
nel contenuto intestinale. 

Data la natura di queste difficoltà alla coltivazione de¬ 
gli pseudotetanici, la via più logica che si presenta¬ 
va per raggiungere il fine di una loro facile coltivabilità 
era indubbiamente quella di trovare anzitutto un mezzo 
che facilitasse lo sviluppo di tali germi nelle culture ar¬ 
tificiali, e poi, con metodi appropriati (al che probabilmente 
avrebbero potuto servire assai bene anche alcuni di quelli 
già noti) cercare di liberare la cultura di tutti gli altri 
germi eventualmente presenti, risparmiando le spore del¬ 
lo pseudotetanico. 

Dopo ripetuti tentatativi nelle più variate direzioni, 
ho trovato che si può facilmente raggiungere il primo 
scopo, di rendere cioè i bacilli pseudotetanici facilmente 
coltivabili nei nostri comuni mezzi culturali ricorrendo 
ad un artifizio semplicissimo, consistente nell’aggiunge- 
re ad un tubo di brodo comune o di agar inclinato un fram¬ 
mento di tessuto fresco e sterile. Per avere un certo nu¬ 
mero di tali tubi sempre a disposizione si può procede¬ 
re in questa guisa: si uccide una cavia sana o un topo 
o altro animale facile a prepararsi, si apre asetticamen¬ 
te, e con una pinza e forbici sottili, naturalmente ben 
sterilizzate, se ne staccano pezzettini di fegato, di mil¬ 
za, di rene, di cuore, che immediatamente si lasciano ca¬ 
dere nel mezzo nutritivo. Per garantirsi da ogni possibi¬ 
le inquinamento accidentale, si pongono tali tubi ad in¬ 
cubare alla stufa a 37° per uno o due giorni, rigettan¬ 
do quelli nei quali si osserva sviluppo di qualche ger¬ 
me e conservando gli altri, sicuramente sterili. Non sa¬ 
rà male avvertire che prelevando pezzetti di fegato è 
bene porre attenzione di tenersi sempre alle parti più 
periferiche dell’organo, onde evitare i grossi vasi biliari, 
che non di rado contengono dei germi. Trattandosi poi 
di fare una ricerca dei bacilli pseudotetanici direttamen¬ 
te nello spessore di organi parenchimali si può proce¬ 
dere in una maniera anche più semplice: immergere cioè 
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nel brodo o depositare alla superficie dell’agar inclina¬ 
to un frammento del tessuto da studiare e porre il tutto 
ad incubare alla stufa. Per esempio il bacillo pseudote¬ 
tanico si può molto facilmente ottenere oltre che dal 1 
contenuto intestinale, dal pacco glandulare mesenterico 
o pancreas di A sei li, il quale nel cane, a differenza di 
altre specie animali, come la cavia e il coniglio (e ciò è 
bene rilevare per gli equivoci che ne possono sorgere 
specialmente a proposito di ricerche sull’ assorbimento 
fisiologico di germi dall’ intestino, ricerche che natural¬ 
mente dovevano condurre gli autori a resultati molto 
disparati a seconda della specie animale adoperata) con¬ 
tiene sempre dei germi più o meno numerosi e varii, é 
tra questi con grandissima frequenza anche lo pseudo- 
tetanico in discorso. 

Il secondo scopo, la purificazione cioè della cultura, 
si può raggiungere per doppia via: o nel modo comune 
ricorrendo alla sterilizzazione a 80° dopo che con l’esa¬ 
me microscopico ci si sia assicurati della formazione di 
numerose spore per parte del bacillo pseudotetanico e 
ripetendo occasionalmente il procedimento sui trapianti 
successivi fino al completo raggiungimento dello scopo; 
oppure traendo partito dalia capacità delie spore dello 
pseudotetanico a mantenersi vive per un tempo anche 
lungo nell’interno degli organi di un animale, a cui si 
sia- iniettata una cultura sporificata, proprietà che io ho 
avuto occasione di constatare mediante numerose 1 ri¬ 
prove. 

Per ottenere quindi con facilità e sicurezza delle .-culi- 
ture pure di bacillo pseudotetanico si proceda in questa 
guisa. Si semini un pò del contenuto intestinale preso 
con un’ansa di platino, preferibilmente nelle ultime por¬ 
zioni del tenue, in un tubo di brodo in presenza di un 
frammento di tessuto fresco, oppure si immerga senza 
altro in un tubo di brodo un ganglio o un pezzetto di 
ganglio mesenterico, prelevato da un cane preferibilmem 
te adulto, e si portino in termostato a 37°. Dopo due o 
tre giorni si faccia l’esame in goccia pendente; lo pseu¬ 
dotetanico, come fu già notato da Achalme, Tis- 
s i e r ed altri, gode di un certo pleomorfismo e si può 
osservare che in queste condizioni sviluppasi talvolta in 
forma di lunghi bacilli uniti a catena : dopo qualche 
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giorno però compaiono le forme caratteristiche a spora 
terminale e allora ogni incertezza scompare. Raggiunto 
il periodo di completa sporulazione, si riscaldila cultu¬ 
ra per cinque minuti a 80° e si facciano poscia dei tra¬ 
sporti in nuovi tubi di cultura, sempre in presenza di 
tessuto fresco. Se in questi, oltre allo pseudotetanico si 
sviluppano altri germi, si ripetano sterilizzazione e tra¬ 
pianto e ciò fino ad ottenere una cultura pura. E’ ben 
raro, specialmente prendendo il materiale dai gangli me¬ 
senterici del cane, che altre forme sporigene e resistenti 
inquinino a lungo la cultura e ne rendano difficile la 
purificazione. 

Questo è uno dei modi di procedere; un altro , un 
po’ più indiretto, ma che a me è sempre ben riuscito 
in tutte le prove fatte, è il seguente. Dopo il primo ri- 
scaldamento a 80° di una cultura in brodo contenente 
molti pseudotetanici sporificati ed ottenuta nel modo 
sopradetto (cultura naturalmente ancora impura e che 
si tratta appunto di purificare), se ne iniettano 1-2 ccm. 
sotto cute ad una cavia o ad un topo bianco. Se l’inie¬ 
zione si facesse prima del riscaldamento, sia per la pre¬ 
senza di molti altri germi vivi, sia per la maggiore tos¬ 
sicità della cultura, che il calore sembra attenuare, l’a¬ 
nimale può anche talvolta morire assai rapidamente in 
due o tre giorni e anche meno. Non sarà male provare 
contemporaneamente la vitalità delle spore, facendo un 
trapianto in un tubo di brodo preparato nel solito modo 
e ciò perchè, come altrove ho fatto già rilevare, non 
sempre le spore dello pseudotetanico resistono a un trat¬ 
tamento simile : anzi per maggior sicurezza e per ov¬ 
viare l’inconveniente di un inutile sacrifizio di animali, 
sarebbe bene procedere sempre all’inoculazione con ma¬ 
teriale di secondo trapianto, nel quale gli pseudoteta¬ 
nici prendono sicuramente il sopravvento su tutti gli 
altri germi. L’animale generalmente sopravvive, non 
presentando altri fatti reattivi degni di nota che un leg¬ 
gero indurimento al punto d’innesto, che poi lentamente 
scompare. Se si sacrifica l’animale dopo un certo pe¬ 
riodo di tempo, per es. tra i 10 giorni e un mese, e si 
prelevano da esso asetticamente dei pezzi di milza o di 
fegato e si portano immediatamente in un tubo di brodo 
comune o sul fondo di un agar inclinato, dopo 24 ore 
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di permanenza nella stufa a 35°-37°, si ottiene uno svi¬ 
luppo rigoglioso nella massa del brodo o presso il li¬ 
quido di condensazione dell’agar, di pseudotetanici puri, 
con forte produzione di gaz. Se invece si semina il 
brodo o 1 agar con l’ansa di platino che si sia solamente 
fatta strisciare sulla superfìcie cruenta degli organi so¬ 
pradetti, la cultura —per quanto sopra ho già detto — 
rimane completamente sterile, ciò che significa che gli 
altri germi eventualmente esistenti nella cultura inne¬ 
stata sotto cute sono stati distrutti nel frattempo dal¬ 
l’organismo, mentre ne sono rimaste risparmiate le spore 
dello pseudotetanico. Io ho lasciato vivere degli animali 
così innestati fino ad un limite massimo di 36 giorni, 
ma è affatto probabile che le spore possano mantenersi 
vitali anche per un tempo molto più lungo. Del resto 
dalle mie ricerche in proposito risulterebbe che anche 
in condizioni perfettamente naturali questo germe può 
trovarsi annidato nel profondo degli organi di animali 

in apparenza almeno — perfettamente sani : così, per 
esempio, io ne ho ottenuto non di rado lo sviluppo in 
cultura pura dalla milza e dal fegato di cani normali, 
specialmente se inoltrati con l’età. 

Avendo così a mia disposizione un metodo semplice 
e facile per ottenere la cultura di uno di quei bacilli 
che sono stati designati come pseudotetanici, ho cerca¬ 
to di entrare un po’ più addentro nella sua biologia e 
di coltivarlo anche da sorgenti diverse, specialmente dal 
cadavere umano, dove delle specie analoghe erano state 
già da altri trovate e studiate sovratutto dal punto di 
vista della loro importanza nei fenomeni della putrefa¬ 
zione: ed ecco quanto di più importante mi è stato dato 
di constatare. 

Il germe da me isolato dal cane nelle condizioni so¬ 
pradette corrisponde per i suoi caratteri morfologici — 
nei punti essenziali almeno — .ai germi descritti daBien- 
stock, da T a v e 1, da K 1 e i n, da T i s s i e r, ecc. Que¬ 
st ultimo specialmente ne diede una descrizione abba¬ 
stanza esatta, giustamente tenendo conto delle facili va¬ 
riazioni, che lo stesso germe può presentare secondo va¬ 
rie circostanze esterne. L’unica capitale differenza sareb¬ 
be la stretta anaerobiosi, riconosciuta concordemente per 
questi germi, e che invece non risulterebbe, coltivato 
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nelle condizioni speciali sopradette, per il germe di cui 
mi occupo presentemente. Ma su questa questione, per 
noi di importanza capitale, ritornerò a lungo in altro 
momento. 

Questo bacillo nelle culture in brodo si presenta co¬ 
me un bastoncino diretto, lungo da 6 o 8 /u, ad estre¬ 
mità arrotondate, spesso isolato, talvolta invece unito a 
due o più elementi. Nelle culture in brodo può anche 
formare catene abbastanza lunghe, ed ogni singolo ele¬ 
mento assumere una lunghezza molto superiore a quella 
sopradetta. La formazione di indolo non è costante, ma 
qualche volta si è potuta osservare molto evidente. 

In condizioni opportune di sviluppo o in presenza 
delle sostanze necessarie a questo forma facilmente 
una spora ovale, rifrangente, che da principio non de¬ 
borda dai limiti laterali del corpo bacillare, ma che poi 
li sopravanza in modo da prendere la forma a bacchetta 
di tamburo. La spora è sempre terminale, ma tuttavia 
non sempre così esattamente come si osserva per il ba¬ 
cillo del tetano, il quale inoltre facilmente si differenzia 
da questo pseudotetanico, perchè la sua spora è gene¬ 
ralmente sferica ed assai più sproporzionata per gran¬ 
dezza all’esile corpo bacillare. In culture un po’ vecchie 
il resto bacillare finisce per scomparire e la spora 
rimane allora perfettamente libera, come un corpicciuolo 
ovale, rifrangente. 

U’altra differenza di ordine fisico con gli pseudote¬ 
tanici descritti da altri autori consisterebbe nella moti¬ 
lità. Io ho quasi sempre notato lentissimi movimenti nel 
mio bacillo, che sembrano farsi un po’ attivi in culture 
anaerobiche. Non credo del resto di poter dare grande 
importanza a questo carattere, perchè anche in tre cul¬ 
ture di tetano di diversa provenienza, che abbiamo at¬ 
tualmente nell’Istituto, si possa notare, osservando cul¬ 
ture giovani per trapianti, come da una immobilità quasi 
assoluta si arrivi gradatamente ad una mobilità abba¬ 
stanza attiva. 

Facendo trapianti da una cultura così ottenuta in 
altri tubi, preparati nel modo sopradetto, si ottiene 
sempre, già dopo 24 ore di incubazione, uno sviluppo 
rigoglioso con più o meno intensa produzione di gaz. 
La cultura emana un odore caratteristico di putrefazione 
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leggermente acre. Qualche volta l’odore ricorda quello 
dei gas intestinali. Se invece si fanno trapianti in agar, 
in gelatina, in brodo comune, questi rimangono sterili, 
per lo più anche in condizione di stretta anaerobiosi; 
ma se dopo un tempo anche lungo ad uno di questi 
tubi si aggiunge un pezzetto di tessuto fresco, prelevato 
asetticamente da un animale qualsiasi, di regola, dopo 
un giorno di stufa, si nota già abbondante sviluppo 
dello pseudotetanico. Il brodo si intorbida intensamente, 
mentre il tessuto in pochi giorni si disgrega fino a ri¬ 
dursi, specialmente se si trattava di fegato, ad una 
massa putrida, poltigliosa. 

Intanto si forma un denso sedimento e gli strati su¬ 
periori del liquido diventano limpidi. Per questo forte 
e speciale potere putrefattivo, oltreché per i caratteri e- 
steriori sopradetti, io ritengo che questo germe, se non 
è l’identico, rappresenti una varietà di quelli descritti 
da Bienstock e da Klein, come agenti della putre¬ 
fazione. 

In tubi di agar inclinati si forma in prossimità del li¬ 
quido di condensazione, ed attorno al frammento di 
tessuto, uno straterello grigio-sporco, costituito di de¬ 
triti cellulari e di bacilli, che si trovano pure abbon¬ 
dantissimi nel liquido di condensazione. 

B molto rimarchevole un fatto, sul quale ritorneremo 
ancora, che questo germe, così sensibile alla presenza 
nel sostrato di un pezzo di tessuto fresco, non dia quasi 
sviluppo se seminato in liquidi organici naturali albu¬ 
minosi, come il siero, il sangue, il latte (*), il bianco e 
il rosso d’uovo ecc. Tutto al più in condizioni anaero- 
biche si può qualche volta ottenerne lo sviluppo, ma è 
sempre molto stentato e non mi riuscì mai di portarlo 
fino alla sporificazione. Inoltre questo germe — ed in 
ciò analogamente a quelli studiati da Bienstock, da 
T a v e 1, e da Klein — non ha alcun potere patogeno, 
almeno nell’infezione sperimentale. Si possono fare inie¬ 
zioni anche abbondanti alla cavia, al topo bianco, al 
coniglio, di culture rigogliose giovani o già di più giorni 
senza che l’animale ne risenta effetti notevoli. Negli or- 


(*) Il latte veniva sterilizzato col calore; gli altri liquidi erano 
raccolti sterilmente allo stato naturale. 
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gani profondi degli animali inoculati le spore, come già 
ho fatto sopra notare, si mantengono vive per un tempo 
assai lungo; in una cavia però, da me inoculata e sag¬ 
giata dopo 36 giorni, mi è sembrato di notare che il po¬ 
tere vegetativo delle spore erasi già alquanto affievolito. 

Risulta dunque da queste mie ricerche che dal con¬ 
tenuto intestinale del cane o dei suoi ganglj mesenterici 
si può facilmente coltivare un bacillo, simile ai bacilli 
pseudotetanici descritti da altri autori, capace di indurre 
da solo una putrefazione fino a completa colliquazione 
di tessuti organici animali, che non si sviluppa aerobi- 
camente nei mezzi artificiali comuni di cultura, e solo 
eccezionalmente e stentatamente in alcuni liquidi orga¬ 
nici, come sangue, siero, latte ecc. in condizioni anaero- 
biche, che trova invece il suo optimum di sviluppo se 
coltivato anche aerobicamente, in presenza di un tes¬ 
suto fresco e morto. Non tutti i tessuti sono però ugual¬ 
mente adatti per favorirne lo sviluppo; culture in presenza 
di connettivo, specie se fibroso, rimangono per lo più 
sterili : sviluppano assai bene in presenza di organi paren- 
chimatosi e di ganglj linfatici. Di fronte alla fibrina lo 
sviluppo, almeno aerobico, è incostante, forse anche in 
dipendenza della incostante costituzione del coagulo fibri¬ 
noso, in rapporto specialmente al suo contenuto in ele¬ 
menti leucocitarj. 

Dal cadavere umano io ho potuto coltivare un germe 
molto affine, se pure non identico al precedente e di 
esso passo adesso ad occuparmi brevemente. 

Klein aveva descritto come agente principale della 
putrefazione del cadavere un bacillo, che chiamò bacil- 
lus cadaveris sporogenes , e del quale sarebbero princi¬ 
pali caratteristiche la proprietà di scomporre l’albumina 
con formazione di gaz putridi, l’anaerobiosi stretta e la 
formazione di spore terminali ovali, in modo da resul¬ 
tarne delle forme a bacchetta di tamburo, molto simili 
a quelle del tetano. 

Questo bacillo, come quello di Bienstock e di 
Tavel, non spiega alcun potere patogeno se iniettato 
in dose anche considerevole ah’animale. 

Per isolarlo dal cadavere in putrefazione si incontrano 
le stesse difficoltà alle quali ho più sopra accennato a 
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proposito dello pseudotetanico deH’intestino del cane. E’ 
più facile però poterne avere delle culture pure diretta- 
mente, perchè non è raro incontrarlo senza consociazione 
di altri germi, in organi profondi, come ad es. la milza. 

Ma poiché non sempre ciò riesce, specialmente se si 
deve prendere il materiale d’innesto dal fegato, dove più 
precocemente si iniziano i fatti putrefattivi e dove il 
germe in quistione si trova facilmente unito a molti 
altri germi di provenienza intestinali, è necessario iso¬ 
larlo. A questo scopo mi sono serviti degli stessi mezzi 
di cui mi sono valso nel caso precedente. 

Prelevavo asetticamente un frammento di fegato della 
grossezza di Ij2-1 cm. e lo portavo in un tubo di brodo 
preparato nella solita maniera, con l’aggiunta cioè di 
un pezzetto di tessuto di animale fresco; se il germe è pre¬ 
sente nel materiale di innesto, dopo tre o quattro giorni 
di stufa si osservano già delle forme sporigene. 

Applicando la sterilizzazione a 80°, ripetuta se è del 
caso dopo ulteriori trapianti, si può riuscire senza grandi 
difficoltà ad avere delle culture pure. Si può pure ricor¬ 
rere all’iniezione sotto cute ad una cavia o ad un topo 
di una cultura, dopo la prima sterilizzazione ad 80°, e- 
sattamente nello stesso modo come si è proceduto per 
l’isolamento del germe dall’intestino del cane. Gli or¬ 
gani profondi (fegato e milza) di una cavia così inne¬ 
stata, diedero sviluppo anche dopo 34 giorni al germe 
di cultura pura. Un tempo però anche assai più breve 
è già sufficiente allo scopo, perchè gli altri germi even¬ 
tualmente vivi e presenti nella cultura iniettata vengano 
distrutti dalVorganismo. Il fatto della capacità di queste 
spore a vivere lungamente negli organi profondi dell’a¬ 
nimale vivente e la conoscenza che lo stesso germe può 
essere ospite abituale dell’intestino, potrebbero, lino ad 
un certo punto almeno, darci ragione di alcuni fatti i- 
nesplicabili di putrefazione precoce del cadavere, anche 
quando non siano in atto notevoli lesioni intestinali; e 
a tal proposito merita anche di essere ancora ricordato 
come non raramente in cani adulti e sani si riesca ad 
ottenere in cultura pura dalla milza e dal fegato lo 
steeso pseudotetanico putrifìco, che si può isolare dal¬ 
l’intestino, come mi hanno dimostrato numerose ricerche 
condotte in questo senso. 
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Lo pseudotetanico da me isolato dal cadavere pre¬ 
senta fondamentalmente gli stessi caratteri di quello col¬ 
tivato dall’intestino del cane, sia per rapporto alle esi¬ 
genza culturali, sia per le sue proprietà morfologiche, 
che per l’azione intensamente putrifica sulle sostanze 
albuminose dei tessuti. Per ciò io mi dispenso dal farne 
una descrizione particolareggiata, non potendo essa nelle 
sue linee generali riuscire che una ripetizione di quanto 
ho già esposto poco sopra. 

Non ho fatto ricerche speciali sui prodotti della scom¬ 
posizione provocata dai due batterj, ma l’insieme dei 
caratteri riscontrati mi permette di riconoscere in essi 
due specie per lo meno strettamente affini. Qualche pic¬ 
cola differenza tuttavia si può rilevare; per es. il bacillo 
di provenienza umana mostra una adattabilità relativa¬ 
mente maggiore a svilupparsi anaerobicamente in al¬ 
cuni liquidi naturali, come siero, latte, ecc. sui quali in¬ 
vece la specie isolata dal cane o non sviluppa affatto 
o in modo del tutto insignificante. Debbo però avver¬ 
tire che in questi substrati non sono mai riuscito ad 
ottenere forme sporificate; i bacilli invece si facevano 
più sottili e facilmente rimanevano uniti in catenelle. 
Il latte coagulava, formandosi nella parte superiore uno 
strato di siero limpidissimo. La reazione del latte così 
coagulato dopo diversi mesi era ancora fortemente al¬ 
calina. Inoltre il germe dell'intestino del cane formava 
indolo coltivato in brodo-peptone, ciò che non ho po¬ 
tuto verificare per il germe isolato dal cadavere. 

Ad onta di queste piccole differenze, per la massa 
dei caratteri comuni io non mi sento però autorizzato 
a fare di questi microorganismi due specie decisamente 
distinte. Già troppo grande è la confusione portata nel 
campo dei germi patogeni da una troppo spinta speci¬ 
ficazione basata molte volte su caratteri di lor natura 
molto mutabili, perchè anche nel più vasto campo dei 
saprofiti sia lecito seguire un procedimento analogo. 
Ciò del resto ha poca importanza per queste mie ri¬ 
cerche, le quali più che a determinazione di specie fu¬ 
rono dirette a studiare alcuni fatti generali relativi alla 
biologia di germi, che per lo meno devono esser consi¬ 
derati siffattamente affini da rientrare in un unico e 
medesimo gruppo. 
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Sotto il punto di vista che ha informato questo 
nostro studio è piuttosto di alta importanza la consta¬ 
tazione del fatto che anche per questo pseudotetanico 
del cadavere si verifica quanto si è visto avvenire per 
quello dell’intestino del cane, che cioè esso può svilup¬ 
parsi indifferentemente anche in condizioni aerobiche, 
alla condizione che al sostrato nutritivo si sia aggiunto 
del tessuto fresco, preferibilmente di un organo paren- 
chimatoso. Anche questo germe, al pari del precedente, 
non si sviluppa affatto aerobicamente sui comuni mezzi 
di cultura a base di brodo-peptone; non cresce che in¬ 
completamente ed eecezionalmente nei liquidi organici, 
anche allo stato naturale, come il sangue, il siero, il 
latte, e male anche in presenza di fibrina : il suo svi¬ 
luppo in queste condizioni può esser favorito dall’as¬ 
senza assoluta di ossigeno. 

Per mancanza di opportuni controlli non mi è pos¬ 
sibile affermare o negare che i germi da me isolati siano 
identici a quelli di Bi e n s t o c k, di Klein, di Tavel 
diRodella,di Tissier, ecc. : le molte rassomi¬ 
glianze biologiche però e il fatto che, a mezzo di cul¬ 
ture strettamente anaerobiche, io non sono riuscito a 
coltivare, sia dallo intestino del cane, sia dal cadavere 
umano a quello stato di putrefazione come più comu¬ 
nemente si presenta al tavolo anatomico, altri germi 
anaerobici, capaci di indurre scomposizione pudrida dei 
tessuti ed aventi la forma caratteristica degli pseudo te¬ 
tanici, autorizza perfettamente la supposizione che o 
si tratti degli stessi saprofiti studiati da questi autori o 
quanto meno di specie molto affini, appartenenti allo 
stesso gruppo biologico. 

Caratteristica essenziale di questi germi sarebbe 
perciò la necessità di vivere a spese di un tessuto ani¬ 
male morto e in via di disgregazione, perchè solo in 
queste condizioni essi trovano gli elementi necessarj alla 
loro assimilazione, elementi che si mettono in libertà 
nel processo di disgregazione amicrobica dei tessuti or¬ 
ganici; sono perciò germi squisitamente saprofitici. Nelle 
condizioni naturali di vita, quali ospiti naturali dell’in¬ 
testino, è probabile che il sostrato nutritivo a loro ac¬ 
concio sia offerto dalle scorie epiteliali e forse anche 
dai resti delle sostanze albuminoidi delle carni indigerite. 



- 17 


Non è però a credere che tale caratteristica sia loro 
esclusivamente propria; la facoltà di vivere, anche in 
forma aerobica, a spese di tessuti morti e in via di di¬ 
sgregazione è condivisa dagli pseudotetanici con molti 
altri germi, sia saprofiti che parassiti. A riguardo dei 
primi citerò l’esempio di un corto bacillo da me colti¬ 
vato dall’intestino e dalla bile della cavia, da dove mai 
mi è invece riuscito ottenere vere forme di pseudoteta¬ 
nici, bacillo che per le sue proprietà biologiche in ri¬ 
guardo al sostrato nutritivo di cultura si comporta in 
modo affatto analogo a questi ultimi. Così pure dal ca¬ 
davere umano, a meno di 24 ore dopo la morie, in un 
caso di trombosi di un ramo della porta, con necrosi 
di un tratto del tenue corrispondente al ramo portale 
trombizzato, ho ottenuto dal fegato e dalla milza un 
bacillo tozzo, ad estremi arrotondati, immobile, lungo 
appena da 3 a 6 ^ che produce, in cultura pura ed in 
presenza di tessuti freschi, dei gaz putridi, ma che 
però sembra non porti la scomposizione dei tessuti, fino 
al grado dello pseudotetanico; la cultura non emana 
mai un pronunciato odore di putrefazione. Non ho po¬ 
tuto osservare che formasse spore, ma in culture di 
qualche giorno si vede come tutto il corpo di molti ba¬ 
cilli diventi alquanto rifrangente e si può isolare con 
riscaldamenti successivi a 80° nello stesso modo degli 
pseudotetanici; è probabile quindi che questo bacillo si 
conservi mediante formazione di artrospore. E’ patogeno 
per la cavia provocando enfisema nella zona di innesto 
e setticemia mortale. E forse molte altre sono le specie 
di saprofiti che godono al riguardo delle loro esigenze 
culturali le stesse proprietà degli pseudotetanici. Per 
quel che riflette le forme parassitane, patogene, ciò sarà 
argomento di speciale considerazione tra breve. Prima 
intendo occuparmi brevemente di alcune quistioni, che 
sorgono spontanee dai fatti sopra esposti. 

In che consiste la azione favorente del tessuto ag¬ 
giunto alla cultura, e perchè a questo fine sono impro¬ 
pri, almeno per lo sviluppo aerobico, non solo i substrati 
comuni a base di brodo-peptone, ma anche liquidi natu¬ 
rali, come il sangue, il siero ed il latte, nei quali tutta¬ 
via era logico supporre presenti, sia pure in molto diversa 
proporzione, i principali elementi solubili costituenti del- 
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l’organismo ? Il dubbio che si potesse trattare di azione 
battericida veniva già escluso dal fatto che il riscalda¬ 
mento preventivo non modificava affatto queste condi¬ 
zioni, ma anzi le peggiorava. Non starò a dire di molte 
prove tentate modificando in vario modo la composizio¬ 
ne e la preparazione dei mezzi nutritizj normali, le quali 
non approdarono a nessun resultato notevole; così pure 
non tratterò separatamente dei due esemplari di pseu¬ 
dotetanici da me coltivati, valendo per l’uno le stesse 
cose rilevate a proposito dell’altro. 

Una prima osservazione degna di rilievo è Che se si 
immerge in un tubo di brodo comune un frammento di 
organo (fegato, milza, rene, ecc.) fresco e sterile, e lo si 
toglie dopo qualche ora di immersione, e dopo in que¬ 
sto brodo si coltivano gli pseudotetanici, questi si svi¬ 
luppano benissimo. D’altra parte si è visto che nè il san¬ 
gue, nè il siero, nè il latte siano substrati adatti alla 
vita del germe, almeno in condizioni aerobiche: parreb¬ 
be dunque che le sostanze più appropriate alla vita di 
questo germe siano una emanazione diretta del corpo 
cellulare morto e in macerazione. 

Se un tubo di brodo, a cui si sia aggiunto un fram¬ 
mento fresco di tessuto sterile si riscalda per qualche 
minuto alla ebollizione, e dopo raffreddamento vi si se¬ 
mina lo pseudotetanico, si ha ancora sviluppo del ger¬ 
me; ma se il riscaldamento alla ebollizione si è protrat¬ 
to già solo per cinque minuti, lo . sviluppo in generale 
non si ottiene. Il calore quindi troppo elevato e protrat¬ 
to oltre un certo limite è capace per sè stesso di modi¬ 
ficare siffattamente alcune sostanze contenute nel tes¬ 
suto di aggiunta, che queste non possono più essere u- 
tilizzate per il ricambio dello pseudotetanico, ed è certo 
per queste ragioni che nel brodo comune ed in tutti i 
substrati preparati a base di esso non si ottiene svilup¬ 
po aerobico. 

Se si prepara nel modo ordinario del brodo indiffe¬ 
rentemente con o senza l’aggiunta del peptone e dopo 
la prima ebollizione e la naturalizzazione ne facciamo 
due parti; l’una si filtra e nell’altra invece si stempera¬ 
no i precipitati albuminosi, si distribuiscono in tubi da 
saggio, aspirando il brodo con una pipetta dal fondo 
del pallone per raccogliere una discreta quantità del pre- 
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cipitato, c si sterilizza nell’autoclave a 104°-105° per 15 
minuti, si osserva che seminando in questi tubi lo pseu¬ 
dotetanico si ottiene sviluppo soltanto da quelli conte¬ 
nenti il precipitato albuminoso, rimanendo sterili quelli 
con brodo filtrato. 11 precipitato albuminoso che col ri- 
scaldamentq aveva pseso un colorito foglia secca, sotto 
l’azione dello sviluppo del germe riprende un colorito 
roseo più o meno marcato, e dopo sedimentazione gli 
strati superficiali del brodo appaiono perfettamente lim¬ 
pidi. Queste culture però anche quando lo sviluppo è 
rigoglioso e coll’esame microscopico si rilevano numero¬ 
si bacilli a bacchetta di tamburo, non emanano mai l’o¬ 
dore intenso di putrefazione di quelle fatte con tessuti 
freschi e non arrivano mai a produrre la colliquazione 
del coagulo, il quale, anche in culture vecchie di più 
mesi, conserva il suo aspetto inalterato. Se però la tem¬ 
peratura di sterilizzazione del brodo contenente il pre¬ 
cipitato albuminoso fu troppo elevata, per es. a 110° e 
più, lo sviluppo dello pseudotetanico si compie già as¬ 
sai più difficilmente o spesso non ha luogo affatto. Non 
saprei dare una spiegazione esatta del fenomeno; non 
è forse improbabile che l’azione modificatrice del calore 
non si faccia sentire uniformemente su tutte le parti 
del coagulo albuminoso. E’ ad ogni modo un fatto in¬ 
discutibile che nell’ autoclave chiuso si possono rag¬ 
giungere temperature assai più elevate di quella di sem¬ 
plice ebollizione e durevoli per un tempo anche relati¬ 
vamente lungo, senza che per ciò le albumine del brodo 
diventino completamente inadatte allo sviluppo degli 
pseudotetanici : forse nella determinazione di questo fe¬ 
nomeno non è improbabile che entri come fattore capi¬ 
tale il fatto dell’esser nell’ interno dell’ autoclave sotto 
pressione piccolissima o nulla la presenza di ossigeno. 

Queste constatazioni aprirebbero una via molto sem¬ 
plice e facile per la preparazione di un substrato nutri¬ 
tivo adatto allo sviluppo degli pseudotetanici, se non 
si avesse spesso a combattere, usando per la prepara¬ 
zione del brodo, come al solito, la carne di macello,-con 
la presenza nel coagulo di un esile bacillo mobile, che 
le temperature sopradette non sempre arrivano a distrug¬ 
gere e che si sviluppa formando una pellicola bianca 
sulla superfìcie del brodo. Volendo tuttavia seguire que- 
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sta via sarebbe precetto, una volta preparata una certa 
quantità di tubi da cultura, di tenerli per qualche gior¬ 
no nel termostato, per scartare quelli che si mostrano 
inquinati. Un altro inconveniente però presentano i tubi 
di brodo così preparati, e questo consiste nel fatto che 
la permanenza del substrato a contatto dell’aria, come 
si verifica nei tubi chiusi con semplice tappo di cotone, 
induce nel substrato tali modificazioni, che dopo un 
tempo vario, ma non lungo, a volte anche solo di 10 o 
15 giorni, questo non è più adatto allo sviluppo degli 
pseudotetanici, per cui rimane sterile. Evidentemente 
ciò dipende dal fatto che si completano a contatto dei- 
fi aria lentamente quelle intime modificazioni nelle so¬ 
stanze nutritive albuminoidi, molto probabilmente do¬ 
vute a fenomeni di ossidazione, che il calore di steri¬ 
lizzazione nell’autoclave, per la scarsa presenza di os¬ 
sigeno, non era riuscito a produrre che in modo par¬ 
ziale. 

Ed anche i tubi con tessuti freschi, lasciati esposti 
all’aria, lentamente, coll’andare del tempo, diventano 
meno adatti allo sviluppo di questi germi. 

Si potrebbe a questo punto domandare di qual na¬ 
tura sostanzialmente siano le modificazioni che tali so¬ 
stanze, provenienti probàbilmente dal disfacimento del 
corpo cellulare degli elementi dei tessuti, subiscono per 
effetto del calore. Non posso entrare a fondo su questa 
questione, che esorbita completamente dal piano di que¬ 
sto lavoro; mi limito ad accennare che si può supporre 
che si tratti sopratutto di fenomeni di ossidazione ; e 
questa supposizione troverebbe anche un appoggio nel 
fatto che si può giungere ad ottenere lo sviluppo di 
di questi germi anche nel brodo comune, quante volte 
si pratichi la cultura in condizioni di stretta anaerobiosi 
e al brodo si aggiungano sostanze facilmente ossidabili 
e quindi riducenti, come ad es. il glucosio. 

In tali condizioni è probabile che l’assenza completa 
di ossigeno faciliti il compiersi di quei processi di ridu¬ 
zione sotto l’azione biochimica del g;rme innestato, in 
grazia dei quali le sostanze denaturalizzate dal calore 
nei substrati artificiali, e che si trovano nei liquidi or¬ 
ganici, come il siero, più o meno completamente ossi¬ 
date, quali prodotti del metabolismo cellulare, ritornano 



adatte alla assimilazione del germe medesimo. Per cui 
sembrerebbe che la ragione intima della esigenza anae- 
robica di questi germi non fosse legata, come general¬ 
mente vien detto, al loro debole potere di ossidazione, 
ma piuttosto ad un debole potere di riduzione per parte 
degli stessi germi rispetto alle sostanze necessarie alia 
loro nutrizione, quali si trovano nei mezzi nutritizi ar¬ 
tificiali generalmente usati nella pratica batteriologica, 
e che devono essere dal germe stesso assimilate. L’a¬ 
zione riducente può essere agevolata dalla assenza com¬ 
pleta di ossigeno libero nel substrato, nonché dalla pre¬ 
senza di sostanze per sé stesse riducenti. Fu pure rile¬ 
vato come il brodo di recente preparato per il bacillo 
del tetano (K i t a s a t o), ed il brodo di Martin per 
il carbonchio sintomatico (Laclainche et Vallee) 
siano specialmente adatti per ottenere lo sviluppo in 
culture artificiali rispettivamente di questi due germi, e 
non è improbabile che la ragione sia da ricercarsi nel¬ 
l’orbita dei fatti sopradetti. Non saprei però per ora in 
qual modo secondo una simile interpretazione si pos¬ 
sano eventualmente spiegare certi fenomeni in gran parte 
ancora inesplicati relativi alla simbiosi di germi anaerobi 
con aerobi, così facile a verificarsi per es. per il bacillo 
del tetano. Comunque si sia, la mia non è che una i- 
potesi, sulla quale non stimo opportuno di insistere più 
oltre, preferendo, per la complessità dei problemi che 
vi si riconnettono, limitarmi per ora alla pura consta¬ 
tazione dei fatti. 

Ho accennato poco sopra che sui mezzi nutritivi pre¬ 
parati nella maniera suesposta possono benissimo svi¬ 
luppare, in condizioni di perfetta aerobiosi, alcuni ger¬ 
mi patogeni, che pur hanno tra le loro caratteristiche 
più peculiari quella di essere anaerobii obbligati : è tem¬ 
po adesso di occuparsi brevemente di essi. Di germi 
appartenenti a questa categoria io non ho potuto avere 
a mia disposizione finora che il bacillo del tetano e 
quello del carbonchio sintomatico; su di essi perciò e- 
sclusivamente sono state portate le mie ricerche. 

E’ a tutti ben noto che il bacillo di Nicolayer 
sviluppa bene nel brodo comune in condizioni di anae¬ 
robiosi assoluta. Una certa tollerabilità alla presenza 
dell’ossigeno fu tuttavia da qualche autore constatata, 



in seguito specialmente ad un lento e progressivo adat¬ 
tamento. Questo fatto tuttavia si sarebbe verificato in 
condizioni eccezionali, che non sono state determinate 

* i ' , 

e nemmeno sono su questo punto tutti gli autori d’ac¬ 
cordo; in generale si sarebbero ottenute forme degene¬ 
rative e non sporificate. 

Mi sono servito per le presenti ricerche di tre di¬ 
verse culture di bacillo tetanico e di provenienza diversa. 
La prima di queste culture è un’infissione in agar gli- 
cerinato, gentilmente fornitami da questo istituto d’i¬ 
giene. 

In goccia pendente vi si vedono forme bacillari e rare 
forme sporigene; nel germe non si nota alcun movimento. 
Le culture aerobiche in brodo rimangono tutte perfet¬ 
tamente sterili; nelle culture anaerobiche il brodo invece 
si intorbida e dopo tre o quattro giorni di stufa vi com- 
pajono forme sporigene caratteristiche. Un mezzo cmc. 
di questa cultura innestata sotto cute ad un coniglio lo 
uccide coi sintomi caratteristici del tetano : in dose as¬ 
sai minore uccide la cavia. 

Faccio dalla cultura originale anerobica trapianti in 
tubi di brodo e di agar inclinato, in presenza di un 
frammento di fegato, di milza o di rene di una cavia o 
di topo appena uccisi; queste culture, dopo due giorni 
di incubazione e mantenute aerobicamente, danno segno 
di rigoglioso sviluppo con forte produzione di gas. Presso 
il liquido di condensazione, nei tubi di agar, si forma 
uno straterello di colorito sporco costituito di bacilli e 
di detriti cellulari: Osservate dopo 24 ore in goccia pen¬ 
dente vi si vedono numerosi bastoncini esili e diritti, 
di varia lunghezza e generalmente immobili, benché 
qualcuno presenti dei deboli movimenti laterali. Al terzo 
o quarto giorno vi compaiono numerosissime le forme 
sporificate, a chiodo e caratteristiche. L’aspetto di que¬ 
ste culture in goccia pendente è dei più caratteristici 
per il bacillo tetanico. Trapianti successivi da queste 
culture in tubi di brodo e di agar comuni, ed aerobici 
rimangono tutti sterili : sviluppano invece nelle condi¬ 
zioni sopradette, con Paggiunta cioè al substrato di un 
pezzetto di tessuto fresco. La iniezione di mezzo cmc. 
di una di queste culture sotto cute al coniglio lo uccide 



23 


coi sintomi caratteristici del tetano, e dal punto di in¬ 
nesto non si ricavano che bacilli tetanici. 

Trapianti fatti dalla cultura originale in tubi di brodo 
non filtrati e nei quali quindi si forma un alto strato 
di precipitati albuminosi, preparati nel modo che sopra 
abbiamo detto, evitando un riscaldamento nell’autoclave 
oltre i 106°-108°, danno sviluppo di bacillo del tetano in 
condizioni aerobiche abbastanza bene. Si formano nel 
brodo numerosissimi i bacilli, ma vi compajono in mi¬ 
nor numero ed un po’ più stentatamente le forme spo- 
rigene. Chiudendo anaerobicamente qualcuno di questi 
tubi seminati col bacillo del tetano si ha sviluppo ri¬ 
goglioso. E’ notevole anche qui il fatto che già si è ri¬ 
levato a proposito degli pseudotetanici, che cioè il pre¬ 
cipitato albuminoso, il quale quando si estrae dall’auto¬ 
clave ha colore deciso di foglia secca, riprende, collo 
sviluppo del tetano, un colorito più o meno decisamente 
roseo; si nota però che mentre nelle culture anaerobi- 
che questo colorito roseo è assai intenso e uniforme- 
mente diffuso a tutta la massa del coagulo, in quelle 
aerobiche è più pallido e limitato solo alle parti pro¬ 
fonde del tubo. Culture aerobiche su agar-sangue, riman¬ 
gono completamente sterili (*). 

La seconda cultura che ho sperimentato è un’infissio- 
ne in agar semplice e mi è stata cortesemente fornita 
dall’Istituto bacteriologioo della Università di Berna. 

L’esame in goccia pendente mostra delle forme bacil¬ 
lari molto incurvate e leggermente granulose per soffe¬ 
renza del germe; non si vedono movimenti nei bacilli e 
non si trovano forme sporulate. 

Trapianti dalla cultura originale in brodi aerobici ri¬ 
mangono costantemente sterili; anaerobicamente si ha 
sviluppo stentato e non, costante: le culture non arriva¬ 
no a produrre forme sporigene distintamente formate e 
caratteristiche. Un cmc. della cultura in brodo, iniettato 
sotto cute al coniglio, lo uccide coi sintomi del tetano. 

Tubi di brodo e di agar, ai quali si sia aggiunto un 

(*) Questo substrato era preparato mescolando circa un cmc. di 
sangue defibrinato, raccolto sterilmente, ad un tubo di agar fluidi¬ 
ficato un po’ prima che raggiungesse la temperatura di solidifica¬ 
zione, evitando così l’azione del calore troppo alto su i componenti 
del. sangue stesso* - • • \ 1 i 
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pezzetto di organo fresco di cavia, seminati poi con u- 
n’ansa di cultura originale e lasciati in presenza dell’à¬ 
ria qualche volta rimasero sterili, nel maggior numero 
dei casi invece dettero uno sviluppo rigoglioso del ba¬ 
cillo tetanico, con formazione anche di numerose forme 
a chiodo caratteristiche. Un cmc. di questa cultura iniet¬ 
tata sotto cute al coniglio lo uccise coi sintomi del te¬ 
tano. Nel brodo non filtrato si ebbe pure sviluppo in 
condizioni aerobiche, assai più attivo però in assenza di 
ossigeno; in questi tubi non si ebbe produzione di spore. 
Il precipitato, come nel caso precedente, sotto 1’ azione 
dello sviluppo del germe riprende un colore leggero ma 
distintamente roseo. Su agar sangue non ottenni aero- 
bicamente alcuno sviluppo. 

La terza cultura finalmente è uno strisciamento in 
agar favoritomi dall’istituto batteriologico dellaUniversità 
di Friburgo. Lo sviluppo vi é molto scarso e adocchio 
nudo appena percettibile verso le parli più basse del tu¬ 
bo. Raccogliendo un pò di materiale dalla superfìcie del- 
gar e facendone l’esame in goccia pendente, vi si vedono 
degli esili bacilli, simili a quelli del tetano, molti incur¬ 
vati ed alterati; vi si scorgono pure de’corpiciattbli sfe¬ 
rici, rifrangenti, che possono anche essere delle spore, 
ma non vi sono più forme caratteristiche a bacchetta 
di tamburo. 

Trapianti di questa cultura in brodo, se lasciati in 
presenza di ossigeno, rimangono tutti perfettamente ste¬ 
rili. In i culture anaerobiche si ha un leggero intorbida¬ 
mento dopo 4-5 giorni di termostato, ma non in tutti i 
tubi seminati, ed esaminate le culture positive in goc¬ 
cia pendente vi si vedono degli esili bastoncini che pos¬ 
sono anche essere bacilli del tetano, e molti dei quali 
sono dotati di movimenti leggeri, ma evidenti. L’iniezione 
di un cmc. di questa cultura sotto cute al coniglio e alla 
cavia rimangono senza effetto; altrettanto si nota prati¬ 
cando l’inoculazione nei ratti bianchi. 

Facendo dalla cultura originale trapianti in tubi di 
brodo o di agar, preparati nel modo sopradetto con rag¬ 
giunta di tessuti freschi, qualcuno rimane sterile, in al¬ 
tri si sviluppano dei bastoncini esili e diritti, ingenera¬ 
le non più lunghi di 6 o 7 microni, i quali presentano dei 



leggeri movimenti. In qualche cultura, dove lo sviluppo 
è più attivo, si può vedere all’estremità di alcuni bacilli 
un leggero rigonfiamento, che sembra un accenno alla 
formazione della spora. In nessuno però riesco ad otte¬ 
nere forme distinte e caratteristiche a bacchetta di tam¬ 
buro. Un coniglio, a cui fu iniettato un cmc. di questa 
cultura non mostra alcun segno di risentimento. 

Data la provenienza della cultura io non ho ragione 
di dubitare che si tratti realmente di tetano: questi re¬ 
sultati non possono altrimenti spiegarsi che coll’ammet¬ 
tere che si tratti di una cultura a così dire esaurita nel- 
quale perciò tanto il potere vegetativo che quello pato¬ 
geno si siano ormai siffattamente affievoliti da non es¬ 
ser più possibile di ravvivarli sia colle culture sia coi 
passaggi negli animali. 


Quanto al carbonchio sintomatico ho condotto le mie 
ricerche partendo da una cultura pura per infissione in 
agar-siero, gentilmente messa a mia disposizione dallo 
Istituto batteriologico degli Stabilimenti agricoli federali 
di Berna. 

In goccia pendente la cultura risulta costituita di ba¬ 
stoncini lunghi 5-6 micron, ad estremi arrotondati molto 
mobili. Sono per lo più isolati, qualche volta uniti due 
a due. Non si vedono catenelle di più elementi. Alcuni 
bacilli portano una spora rotonda, ora centrale, ora ec¬ 
centrica, qualche volta ad un estremo. I bacilli sporige- 
ni conservano la loro mobilità. 

Trapianti di questa cultura in tubi di brodo comune 
o di agar, lasciati in presenza di ossigeno, rimangono 
tutti indistintamente sterili. In cultura di brodo anaero- 
bica si ha dopo 24 ore intorbidamento del liquido e do¬ 
po 3-4 giorni si forma un leggero precipitato biancastro. 
Esaminata in goccia pendente dopo 4-5 giorni di termo¬ 
stato questa cultura, vi si vedono gii stessi bacilli sopra 
descritti e molto numerose le forme sporigene. Incultu¬ 
re più vecchie abbondano anche le spore libere dal cor¬ 
po bacillare. L’iniezione di 1[2 cmc. della cultura giova¬ 
ne ad una cavia del peso di 300 grammi la uccide in 
meno di 24 ore: l’iniezione di 1 cmc. ad un coniglio del 
peso di 600 gr. rimane senza alcun effetto. 

Se dalla cultura originale si fanno trapianti in tubi 
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di brodo o di agar in presenza di un frammento di tes¬ 
suto fresco, si ha subito, dopo 24 ore di termostato uno 
sviluppo rigoglioso del germe con forte produzione di 
gas. Lo stesso sviluppo si osserva anche in tubi di bro¬ 
do nei quali si sia solo per qualche ora lasciato immer¬ 
so un pezzetto di un organo sterile, per es. di fegato. 
Il tessuto si altera profondamente ed in alcuni casi per 
es. trattandosi di organi squisitamente parenchimatosi, 
come il fegato, può disgregarsi completamente. In questi 
tubi dopo 4-5 giorni di termostato le forme sporigene 
possono essere così abbondanti da rimanere solo pochi 
bacilli sprovvisti di spora. Sull’ agar si può vedere for¬ 
marsi al disopra del limite del liquido di condensazione 
un esile alone trasparente costituito di bacilli. La cultura 
emana un odore caratteristico nauseante. 

L’innesto di un cmc. di una di queste culture in bro¬ 
do nelle masse muscolari paravertebrali del coniglio ri¬ 
mase senza alcun effetto; in dose minore uccide invece 
la cavia (peso medio di 300 gr*) in meno di 24 ore. Dal 
tessuto edematoso del punto di innesto dalla milza e dal 
fegato si ottiene il germe in cultura pura; rimangono ste¬ 
rili le culture fatte col sangue del cuore. 

Facendo trapianti dalla cultura originale o da uno 
qualsiasi dei tubi nei quali si ebbe sviluppo del germe 
nelle condizioni sopradette, in un tubo di brodo non fil¬ 
trato, si ottiene, anche in condizioni aerobiche, uno svi¬ 
luppo rigoglioso. 11 brodo si intorbida rapidamente e lo 
spesso deposito di coaguli albuminosi riprende da prin¬ 
cipio un colorito leggermente roseo, come si era già os¬ 
servato per le culture degli pseudotetanici; ma poi, par¬ 
tendo dagli strati superficiali, assume un colorito rosso 
scuro, mentre sembra si diafanizzi ed in breve tempo 
si discioglie in modo che di tutto il precipitato non ri¬ 
mangono che pochi residui di colore rosso scuro sul 
fondo del tubo : tutto il brodo si intorbida per rigoglioso 
sviluppo del germe e dopo tre o quattro giorni di ter¬ 
mostato quasi tutti i bacilli sono sporificati. In ciò il 
bacillo del carbonchio sintomatico si comporterebbe in 
maniera diversa dagli altri germi fin qui studiati, i quali 
non disciolgono e alterano questo substrato se non in 
quanto concerne il più o meno spiccato mutamento di 
colore del precipitato albuminoso. 
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Se il brodo non filtrato non è di recente preparazio¬ 
ne, ma rimase invece esposto per parecchi giorni al con¬ 
tatto dell’aria, non si ottiene però, anche per questo ger¬ 
me come già si era visto per gli pseudotetanici, e come 
avviene anche per il tetano, sviluppo veruno. 

Sembrerebbe dunque da queste poche ricerche che 
anche altri germi anaerobici, oltre gli pseudotetanici, e 
dotati a differenza di questi di squisito potere patogeno, 
possano vivere di vita aerobica sui nostri comuni mezzi 
di cultura, quante volte questi siano messi in condizio¬ 
ne di offrir loro gli elementi necessari al loro sviluppo; 
anche per essi, come per gli pseudotetanici una condi¬ 
zione altamente favorente lo sviluppo aerobico è rap¬ 
presentata dalla presenza nel mezzo di cultura di un 
tessuto animale fresco. 

Certo che prima di giungere a delle conclusioni so¬ 
lide e sicure, queste ricerche debbono essere notevol¬ 
mente ampliate, sia saggiando campioni degli stessi ba¬ 
cilli finora esaminati di più numerosa- e variata prove¬ 
nienza, sia estendendole ed altri microrganismi rn ono- 
sciuti fino a questo momento come specie strettamente 
anaerobiche. E’ quello che mi riprometto di fare in un 
avvenire il più possibilmente prossimo. Intanto però 
credo utile riassumere i fatti principali che emergono 
dalle ricerche fin qui condotte e consegnate nel presente 
lavoro nelle seguenti. 

Conclusioni. — 1. Nell’intestino dell’uomo, come in 
quello di alcune specie animali (cani) si trovano come 
ospiti abituali dei germi di difficile coltivazione e per¬ 
ciò fino ad ora non nettamente definiti sia dal lato mor¬ 
fologico che biologico, e dei quali sono caratteristiche 
fondamentali la formazione di una spora terminale, dan¬ 
do luogo a forme a bacchetta di tamburo (pseudoteta¬ 
nici), e la necessità di vivere, quando si vogliano col¬ 
tivare nei substrati artificiali comuni, in un ambiente 
strettamente anaerobico. 

Germi molto simili si possono anche coltivare dagli 
organi del cadavere umano in putrefazione, nel qual 
processo sembra anzi possano avere una parte prepon¬ 
derante. 

2. Di questi germi si può ottenere con molta facilità 
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la cultura nei comuni mezzi artificiali (brodo, agar, ecc.), 
ed in condizioni di aerobiosi, quante volte a questi mezzi 
si aggiunga un pezzetto fresco di tessuto animale, rac¬ 
colto asetticamente; meglio di tutti servono a tale scopo 
gli organi parenchimatosi, i gangli linfatici, e meno bene 
il tessuto muscolare e la fibrina ; inadatto si mostra il 
connettivo, specialmente quello denso e fibroso, il siero, 
ed il sangue stesso. Sembra che le sostanze adatte e 
necessarie alla assimilazione di questi germi provengano 
direttamente dal corpo cellulare in disgregazione. 

3. Alla loro coltivazione aerobica può prestarsi an¬ 
che il brodo comune alla condizione che vi si lasci il 
coagulo albuminoso e che la temperatura di sterilizza¬ 
zione non sia troppo alta (non superi i 106°-108°), e non 
sia protratta per lungo tempo. La ebollizione alla fiam¬ 
ma libera, e quindi in contatto dell’aria, riesce sotto 
questo punto di vista molto più dannosa al mezzo nu¬ 
tritivo che la sterilizzazione nell’ autoclave. La perma¬ 
nenza già di pochi giorni al contatto dell’ aria dell’am¬ 
biente finisce però col rendere anche questo substrato 
inadatto allo sviluppo aerobico dei germi. 

4. Nel cane, oltreché dall’ intestino si possono colti¬ 
vare questi pseudotetanici dai ganglii linfatici mesente¬ 
rici ove sembra si trovino con grande frequenza; in cani 
vecchi, per quanto apparentemente del tutto sani, ne 
riesce non rare volte la coltivazione anche da organi 
profondi come il fegato e la milza. 

Le spore di questi pseudotetanici, sia isolati dal ca¬ 
ne, come dal cadavere umano possono mantenersi latenti 
e vive per un tempo lungo ed indeterminato nel pro¬ 
fondo degli organi di animali a cui se ne siano inne¬ 
state sotto-cute delle culture sporificate. 

5. Anche altri germi fra i patogeni, riconosciuti fino 
ora come strettamente anaerobici, quali il bacillo del 
tetano ed il bacillo del carbonchio sintomatico, sembra, 
desumendolo dai risultati ottenuti con gli esemplari sui 
quali io ho potuto sperimental e, che possano essere fa¬ 
cilmente coltivabili in cultura pura ed aerobica in mezzi 
nutritivi preparati nella maniera sopradetta : il loro svi¬ 
luppo è rigoglioso, la sporulazione abbondante, le pro¬ 
prietà patogene conservate. . 
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